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Legislación  sobre el Medioambiente 
 
 
  Cantigas de Alfonso X “el sabio” (1251-1284) 
◦   
◦ Aconsejaba preservar las aguas y los montes por ser bienes comunes  
 
 
  Comunidad Europea Directiva 92/32/CEE 7ª Enmienda)  
    
         -  Establece la etiqueta de efectos sobre el medio ambiente 
 
 
 Juan Carlos I (1998 y 2002)  
 
◦  Ley de Residuos y Reglamento de Residuos Tóxicos y    
 
    Peligrosos (RTP).  
     
    Anejo que establece la categorías de Residuos  (Q1-Q16),  
 
◦ Real Decreto 833/1988 de 20/07 
  
◦ Ley 16/2002 de 1  julio de Prevención y Control Integrados  
 
   de la Contaminación (IPPC)  

RESIDUOS ORGANICOS 
 
 EN  ORGANIC WASTES  
  FR  DECHETS ORGANIQUES  
  LT  14 Medio ambiente físico  
  =   RESIDUOS DE ANIMALES  
  <   RESIDUOS 
  <   DEGRADACION DEL MEDIO AMBIENTE 
  -   BIOGAS  -   
      -   RESIDUOS AGRICOLAS 
  -   RESIDUOS DE MADERA 
  -   RESIDUOS NO DEGRADABLES 
Evaluación Ecotoxicológica  
de los Residuos Orgánicos 
 • Introducción 
• Evaluación del Riesgo  
– sobre la salud humana  
– sobre el medioambiente 
• Métodos de Evaluación Toxicológica y Medioambiental 
• Caracterización de los Residuos Tóxicos y Peligrosos 
– Pruebas Toxicológicas 
– Pruebas Ecotoxicológicas 
• Modelos de bioensayos aplicados en la evaluación de mezclas 
complejas – matrices  medioambientales 
• Referencias 
Descripción de la situación actual 
• Incremento de residuos ligado al crecimiento económico 
• Déficit de información  y de estadísticas 
• Mayor sensibilización sobre el problema ambiental de los residuos 
• Residuos urbanos de origen domiciliario, legislación compleja y  
necesidad de articular diferentes modelos de gestión entre todas las 
administraciones para su cumplimiento 
• Nueva normativa para residuos específicos y nuevos sistemas de 
 gestión 
• Los programas de I+D+I están empezando a dar resultados  
• Se ha mejorado el control, la inspección y la vigilancia 
• Diferente grado de desarrollo y aplicación de la normativa entre 
 distintas Administraciones. 
La jerarquía de los residuos 
La jerarquía de los residuos 
1. Prevención 
2. Preparación para la Reutilización 
3. Reciclaje incluido el compostaje 
4. Otro tipo de Valorización,  p.e. la energética 
5. La Eliminación 
Valorización 
•  Uno de los grandes retos de la Directiva de Residuos 
• Todos los residuos deben ser sometidos a operaciones de 
 valoración, reutilización, reciclado, energético 
• Se establece cuando una operación de incineración es 
 eliminación y cuando es la valorización. El anexo II     
establece  una fórmula matemática. Se establecen coeficientes 
de  eficiencia 
• Operación que sirva para sustituir materiales que se hubieran 
 utilizado o que el residuo sea preparado para esa función o en 
la  economía general 
  
Fin de la condición residuo 
• Dejan de serlo cuando han sido sometidos a una 
operación  de valorización, incluido el reciclado y 
cumplan criterios específicos según las condiciones 
siguientes: 
• Uso para finalidades específicas 
• Existe mercado o demanda 
• Cumple requisitos técnicos y legislación para 
productos 
• Sin impactos para el medio ambiente 
  
  Valorización:  
  todo procedimiento que permita el aprovechamiento 
de los recursos contenidos en los residuos  
  sin poner en peligro la salud humana y  
  sin utilizar métodos que puedan causar perjuicios al 
medio ambiente. En todo caso, estarán incluidos en 
este concepto los procedimientos enumerados en el 
anexo II.B de la Decisión de la Comisión (96/350/CE) de 
24  de mayo de 1996, así como los que figuren en una 
lista que, en su caso, apruebe el Gobierno. 
Otros datos Fisico-Químicos
Estructura Química
Densidad
Punto de Fusión
Propiedades Fisicos Quimicas
Toxicidad para la Reproducción
Mutagenicidad
Carcinogenicdad
TOXICIDAD
para la Salud Humana
DBO/DQO
Toxicidad para Daphnia
Toxicidad para Peces
Medio Ambiente
Ecotoxicologia
EVALUCION DEL RIESGO
DE UN PRODUCTO QUÍMICO
1.Toxicidad aguda 
    Procedimientos: 
  Dosis fija. 
  Clase tóxica aguda 
  Arriba y abajo 
 Objetivo: clasificación por DL50 o efectos   
    evidentes 
 Al menos dos especies (una roedora y otra no- 
    roedora)  y por dos vías de exposición, siendo  
    obligatoria la oral. 
 Una sola exposición y 14 días de observación. 
2. Capacidad irritante: dérmica y ocular 
3. Capacidad sensibilizante 
4. Capacidad corrosiva: dérmica y ocular 
5.Toxicidad por exposición repetida o     
    prolongada. 
 Tipos: Medio plazo (subcrónica) o dosis  
     repetidas:  14,  28  ó  90 días. 
 Largo plazo  (crónica):  Mínimo 3 meses, 1-2  
    años. 
 Animales: Usualmente: 25 roedores y 6 perros  
    por nivel de dosis. 
 Lotes: 2-4 niveles, según DL50, con 10 animales  
    de cada sexo0 por nivel de dosis, como mínimo. 
 6. Carcinogenicidad:    
7. Mutagenicidad: 
  Mutaciones génicas in vivo. 
  Daño cromosómico in vitro. 
  Efectos in vivo. 
 8. Toxicidad para la reproducción y el 
desarrollo: 
  Estudios multigeneracionales de reproducción: 
           cribado, una generación y dos 
generaciones. 
  Estudios de toxicidad para el desarrollo. 
  Disrupción endocrina. 
 9. Toxicidad para el medio ambiente: 
  Ensayos en una especie: acuáticas y terrestres. 
  Ensayos de microcosmos.  
  Ensayos de macrocosmos. 
  Estudios de campo. 
10. Cinética en el organismo y 
degradación en el medio ambiente: 
  Toxicocinética. 
  Degradación. 
  Bioconcentración. 
11. Otros: Neurotoxicidad, comportamiento, 
12. Propiedades  fisicoquímicas. 
ESTUDIOS TOXICILÓGICOS 
Ensayos Básicos requeridos para Salud Humana-Mutagenicidad (continuación) 
 
Objetivos 
                                                                       
Métodos de Ensayo en la Unión Europea 
Mutagenicidad  
y genotoxicidad 
 
B.10:   mutagenicidad (metodo in vitro de aberraciones cromosómicas en 
 células de mamífero ) 
B.11:   mutagenicidad (metodo in vivo de aberraciones cromosómicas en  
  médula ósea de mamífero) 
B.12:   mutagenicidad en mamíferos por el método de micronucleos 
B.13/14:  mutagenididad  - ensayo de mutación reversa utilizando bacteria 
B.15:   mutación génica – Saccharomyces cerevisiae 
B.16:   recombinación mitótica – Saccharomyces cerevisiae 
B.17:   mutagenicidad – ensayo in vitro de mutación genética en células de  
            mamífero 
B.18:   Daño y reparación del DNA – síntesis no secuencial de DNA – células de 
  mamífero in vitro 
B.19:   ensayo in vitro de intercambio de cromátidas hermanas 
B.20:   ensayo del letal recesivo ligado al sexo en Drosophila melanogaster 
B.21:   ensayo in vitro de transformación de células de mamífero 
B.22:   ensayo de letal dominante en roedores 
B.23:   ensayo de aberraciones cromosómicas en el esperma de mamíferos 
B.24:   spot test en ratones 
B.25:   translocación heredable en ratón  
B.39:   ensayo in vivo de síntesis desordenada de DNA en células hígado     
            mamífero 
 
  I.  Propiedades Físico-Químicas 
 
 II. Exposición y hecho ambiental 
•  Estudios de degradación, degradación en suelo, mobilidad  y  
           disipación, acumulación en plantas, animales acuáticos, animales  
           terrestres silvestres, alimentos vegetales y animales. 
III. Ensayos in vitro  
•  Mutagenicidad prokariontes (Salmonella typhimurium) 
•  Eukariontes (Drosophila, ratón.)  
•  Células mamífero: Aberraciones cromosómicas, SCE y MNs.  
IV. Ensayos in vivo  
•  DL50, irritación ocular, dermal y sensibilización 
•  Subcrónica ( 30 - 90 días)  
•  Crónica/Reproducción 
•  Ensayos espaciales - Neurotoxicidad, Potenciación,  
    Metabolismo, Farmacondinámica y Comportamiento 
 
  Resumen de los Ensayos de Toxicidad 
Evaluación de caracterización de lixiviados 
1. Propiedades físico-químicas                                                       
inflamabilidad-corrosividad-detonación-explosividad 
2. Carcinogenicidad, respecto a la clasificación IARC [IARC 
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans Vol. 1-99. 
(1971-2012) de un productos concentración igual o superior al 0,01 %]  
3. Pruebas de Toxicidad  
1. Toxicidad oral - DL50, igual o superior a 200 mg/Kg. en rata. 
2. Toxicidad dérmica - DL50 mg/Kg. en rata o conejo.   
3. Toxicidad inhalatoria - CL50 a la dosis de 2 mg/1/4 horas en rata 
4. Pruebas de Ecotoxicidad  
• Bioensayo de luminiscencia, que  los lixiviados presenten una CL50     
inferior o igual mg/l en el bioensayo con Vibrio fischeri  
• Bioensayo de inhibición de la movilidad en Dafnia magna 
Evaluación de lixiviados :  
- Lixiviación y Cesión de Contaminantes: 
• Método 1 o “EP” (Orden de 13-10-1989). * 
• Método DIN 38 414 - S4. 
- Respirometro * 
- Test de Ecotoxicidad (Microtox©,UNE-EN ISO 11348-3)* 
- Fitotoxicidad  
– Lepidum sativum (Test de Zucconi)* 
Citotoxicidad 
- Allium cepa (células meristemáticas)* 
- Tradescantia sp. (células meristemáticas) 
- Toxicidad aguda en Daphnia magna  
- Mutagenicidad Salmonella /microsoma (Test de Ames)*  
 Principio de Precaución 
 Se debe aplicar cuando una  
   evaluación objetiva indica que hay motivos 
razonables de precaución  
   por los potenciales efectos peligrosos sobre  la 
salud y el medio ambiente de un fenómeno, un 
producto o proceso a pesar de los niveles de 
protección adoptados 
Evaluación de lixiviados :  
- Lixiviación y Cesión de Contaminantes: 
• Método 1 o “EP” (Orden de 13-10-1989).  
• Método DIN 38 414 - S4. 
- Respirometro  
- Test de Ecotoxicidad (Microtox©, UNE-EN ISO 11348-3). 
- Fitotoxicidad  
– Lepidum sativum (Test de Zucconi).  
- Allium cepa. 
- Tradescantia sp. 
- Toxicidad aguda en Daphnia magna 
-                        - Mutagenicidad Salmonella /microsoma   
-                                                 (Test de Ames)  
3ERRES 
GTEMA 
Las tres erres de Russell & Burch, 1959 
• 1ª Reemplazar = Sustituir   
– Uso de sistemas vivos: in vitro, otros animales y microorganismos.  
– Uso de Sistemas no vivos ( QSAR y sistemas físicos y mecánicos)  
– Uso de simulaciones por ordenador 
• 2ª Reducir = Disminuir 
– Reparto de animales                                                       
– Reducción filogenética                                                                 
– Mejorar la calidad de los animales 
• 3ª Refinar = Perfeccionar  
– Disminuir el grado y  la intensidad de la  invasión al organismo  
– Mejoramiento de la  instrumentación                                      
– Mejoramiento del control del dolor                                         
– Mejoramiento del control de las técnicas 
•  4ª Responsabilidad = Ética (Pérez-García 1991) 
Tabla I. Clasificación de los métodos alternativos 
1. Evitar la repetición innecesaria de experimentos: 
    - Protocolos de ensayo y estudios previos: disponibilidad de la información, intercambio  
       y aceptación legal 
2. Mejoras de diseño en la experimentación animal: 
 - Reducción en el número de animales usados 
 - Refinamiento: disminución estrés y sufrimiento 
3. Estudios en humanos: 
 - Epidemiológicos 
  - Toxicovigilancia 
 - Voluntarios 
4. Técnicas in vitro: 
 - Cultivo de embriones 
 - Cultivo y baños de órganos 
 - Organos perfundidos 
 - Explantes. Cultivos organotípicos 
 - Cultivo de reagregados celulares 
 - Cultivo de células dispersadas 
 - Cultivo de líneas celulares 
 - Modelos libres de células 
 - Organismos inferiores: bacterias, algas, etc 
5. Modelos teóricos de predicción: 
                - Relación estructura química y actividad (QSAR) 
 - Farmaco-toxicocinética (PB-PK) 
6. Otros. Modelos en la enseñanza:  
 - Modelos mecánicos 
 - Sistemas audiovisuales 
 - Simulaciones por ordenador y de realidad virtual  
Tabla del Dr. Guillermo Repetto 
Ley de Prevención y Control Integrado de la  
Contaminación - IPPC 
La Ley 16/2002, de 1de julio, de prevención y control integrado de la 
contaminación 
Categorías que se contemplan en el Anejo 1,  
• 4. Industrias Químicas 
• 5. Gestión de Residuos 
• 9. Industrias agroalimentarias y explotaciones ganaderas 
• 9.1 Instalaciones para  
• c. Tratamiento y transformación de leche, con una cantidad de 
leche recibida superior a 200 toneladas por día (valor medio 
anual) 
Plan Nacional Integrado de Residuos   
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Toxicological  
investigation of 
complex mixtures  is 
one of the main 
focuses of the recent 
research in 
toxicology.  
 
Sewage sludge is a 
residue of the 
wastewater 
purification process 
and it is considered a 
complex mixture.  
 
 
WASTEWATER  TREATMENT  PLANT 
SEWAGE SLUDGE  
His - 
TA98 
TA100 
TA102 
TA104 
INCORPORACIÓN EN PLACA ESTÁNDAR 
Incubación 
48 horas 
37ºC 
4 Nitroquinolina oxidasa 
Metil metano sulffonato  
Metil metano sulfonato 
Metil Glioxal 
Técnicos en caracterización, tratamiento y 
aprovechamiento de residuos orgánicos.  
Escuela Técnica Superior de Ingenieros 
Agrónomos.  Universidad Politécnica de 
Madrid. 18 diciembre 2007  
Falsos
Negativos           
C+
C-
M+M-
Falsos
Positivos
C+    = CANCERÍGENOS
C- = NO CANCERÍGENOS
M+   = MUTAGÉNICOS
M- = NO MUTAGÉNICOS

 es mejor conocer que una  
mezcla no tiene un efecto tóxico, 
 que ignorar que una  
mezcla no tiene un efecto tóxico 
www.sanidadambiental.com 
www.remanet.net 
Red  Iberoamericana  de 
Toxicología y  Seguridad  Química 
www.ritsq.org 
epena@ica.csic.es 
  Evaluación genotóxica de productos químicos naturales y 
sintéticos, residuos orgánicos, contaminantes mediante ensayos 
de corta duración utilizando sistemas bacterianos  
(Salmonella/microsoma) y cultivos in vitro e in vivo de células 
vegetales (Allium cepa) y células de mamífero (linfocitos de sangre 
periférica humana, CHO). 
 
 Ensayos in vitro e in vivo integrados en el desarrollo y  
 validación de métodos complementarios alternativos a  la 
experimentación animal. 
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